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Die .Erfindung betrifft eine chemische Zusammenset- 
zung, bei der Mikrospharen kbvalent an ein f estes Trager- 
material gebunden sind, wobei die derart gebuhdenen Mikro- *- 
5 spharen reaktionsf ahige Restf unktionen enthalt . 

Aufgrund ihrer kugeif ormigen Gestalt und ihrer grofien- 
Oberflache gibt ■ es .fur Mikrbspharen zahlreiche > AnWendung'en ; 
wie spezifische Zellmarkierung, Zelltrennung, Phagozyt'ose, 

■ Diagnose,' Zellwachstum, Af finitatschromatographie . und. Ha- 
10 . moperfusion (s\ bspw. Margel ,.. 3.-, Applied Biochemistry • and 

• 'Biotechnology, 1983-,. |L 523; ; Lazar, A., Silverstein, L.., 
Margel, S. und Mizrahi, M. v : Dev. in Biol . Stand.,. 1985, 
. 6£,. 456; Pines, M. und Margel, S., J. of Immunoassay, 
- 1986, 7, 97; Palzer, R. , Walton, J. und Rembaum, A., in . 
15 Vitro, 1978, 14/ 336; Rembaum, A. , Yen, S.P.S. und Volk- 
' 1 son, W., Chem. Tech; , 1978, 8, 182) . In letzter. Zeit macht. 
... man betrachtlichen Fortschritt bei -der Synthese von Mikro- 
spharen .mit schmaler 'GroSenverteilung,; damit die Ouali-tat 
•und die Brauchbarkeit von Polymermikrpsphareh beiser wer- 
■20. den. Stark einheitliche Pblymermikrbspharen ;werdeii jetzt 

■ .als. Adbrptionsmittel fur HPLC, Kalibrierungsstandards und ; 
Spacer fur Flussigkristaile Wirksam angewendet. [Ugelstad> . 

"■ - J. , ' Soderberg, L . , Berge, A. und Bergstrom, J-.., Nature 
.; (London);-, 1983,, 303, 5]. .'. 
25 L ; Die Wirksamkeit und. die . -Verwendung. polymerer Mikro- 
spharen in Losung, irisbesondere .von Mikrospharen mit eiriem 
. . kleineren Durchmesser als ca;;',0,4 um, sind aus eihem' prak- 
; tischen Gesicht spunk t noch ' eingeschrankt ,: . da es" einige. 
groSerer-Nachteile gibt. Dies sind z . B . . .Schwierigkeiten rbei 
30 - v ' der * Trennung freier Liganden von. an -die , Mikrospharen- ge- 
bundenen Liganden .und die Instabilitat .'der Mikrospharen in 
Losung = gegenuber. ' Agglutination. Der' letzte Nacht'eil ■ ist 
der Hauptgrund f ur- : .die Schwierigkeiten bei . der Durchfuh- . 
rung von Reaktionen mit Po lymermikro spharen ; . ■ 

35 Kovalent an geeignete Antikdrper pder Lectirie gebun- - 

. dene Polymermikrospharen werden zur Kartierung vori Zeilre- 
zeptoren verwehdet. Fur die. .spezifische 'Markierung von T- 
Lymphozyten verwendet .man. 1 bspw. Polyaldehydmikrospharen 



mit einer GroJSe von 0,1 um bis 0,7 um, die an anti-Thy^ 
1, 2-Antikorper geburiden sind. Ahnliche, kovalent' an das 
. Arzneiraittel Dinatriumchromoglycat gebundene Mikrospharen 
werden fur die spezifische Markierung- basophiler Leukamie- 
zellen aus Ratte verwendet (Pacht, I., Mazurek, N. und 
Margel, S., Drug Conjugates of Polymeric Microspheres as 
Tools • in Cell Biology, Plenum Publishing Corporation, 
1982, S. 109-123 . . . ' 

' Polystyrolperlen/ die mit Divinylbenzol von ungefahr 
3.0 urn Durchmesser quervernetzt sind und auf der Oberflache 
Sulfatgruppen (negative Ladling) enthalten, ,die elektrosta- 
tisch. an quartare Ammoniumgruppen enthaltende Polystyrol- 
partikel ; von 0,1-0, 5 urn Durchmesser gebunden sind, (und, 
die bei Diohex Corporation erhaltlich sind), .werden bei 
der Ionenchromatographie fur die Ionentrennung verwendet 
. (Small, H. , Stevens, T..S". und Baumann, W..W. , Anal . Chem., 
1975, 47, 1801; Gjesde> D . T . und Fritz, J.S. in "Ion' Chro- 
matography " , 2. Aufl. Huthig, Heidelberg,. 1987). Diese Io- 
nenaustauscherharze. vom Hybridtyp (Harzmembranen) haben 
eine geringe . Kapazitat . Die gebundenen Kolloidpartikel ha- 
ben auSerdem eine begrenzte GroSe' (bis etwa 0,5 urn) und ' 
konnen durch Kompetit ions reakt ion von dem. Perlenker'n ent- ■ 
, fernt werden.. 

Einige Patente beschreiben die „Adh^sion verschiedener 
Mikrospharenarten, z.B. Glasmikrospharen, an einen geeig- . 
neten Trager .. Dies er wird dabei mit den Mikrospharen in ■. 
Gegenwart eines Verdickungsmittels und eines Kiebemittels 
impragniert. Die Mikrospharen werdeh so an den Trager ge- 
bunden. Das Bindemittel entha.lt gewohnlich . (£&ox±<^ 
Verbindungen oder andere Klebemittel (Seuzaret, L., FR 
2609835;, Thomson, E . et ■ al . , . EP ,209337; Hicks, I. A. et 
al., US 4548863) . • 

J Die Patentliteratur beschreibt auch ein Verfahren zum 
Pf ropf en . von Polyacroleinmikrospharen mit 0,01 pi bis 0,2 
"urn Durchmesser auf die Oberflache von organischen Polyme- 
ren, wie Polystyrol, durch ein Hochenercriebestrahlutigsver- 
fahren (Co-Bestrahlung) ■ (Margel, S ., 1 IL 67619 ; Reiribaum, A. - 
et al., US .4534996). Ein entgastes Acrolein wird diesem ' 
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Verfahren zufolge in wafcriger Losung in Gegenwart eines 
geeigneten Tensides und des organischeri Tragers mit der 
Hochenerqiecru-ell e poiymerisiert . Dieses Verfahren hat je- 
.-. . doch einige Nachteile: (a) es . wird eine Hochenergiequelle 
5 benotigt; (b) der Mechanismus des Hocheriergieverfahrens 
isjt__u nklar, und das Verfahren ist nicht ausreichend <^on- 
. trolli^r^^>' (c) die" Struktur des :erhaltenen Verburidmate- . 
'rials~~ist nicht homogen und charakteristisch,. und auSerdem 
ist ein Teil' der gepfropf ten" Oberf lache '..kaum mit Mikro- 
10.. - spharen beschichtet, wohingegen der andere Teil der. .Ober- • 
f lache mit -.einer oder mehr Mikrospharenschichten heterogen 
. beschichtet ist; : .(d) das Hochenergieverfahren fur die ko- . 

valente. Bindung von" Polyacroleinmikrospharen . art die Ober- 
..." f lache jon'' Polymer en ist auf anorganische Substrate,. z.£: 
15 Glas, Halbleiterstoffe wie Silizium, und einige organische 
Polymer'e wie. Polytetraf luorethylen nicht anwen.dbar ; ( e ) . 
:'das Hochenergieverfahren ist' nicht anwendbar fur. die Bin- 
. dung von zuvor hergestellteh 'Mikrd spharen an die 'Oberf la-, 
che- fester Substrate. 
20 _pi e -Erf indung- betrif f t mikrospharenhaltig e. chemische 

' Zusammensetzuhgen, -. .wobei die Nachteile der Produkte 'des "• • 
st-.anftfts • der Technik vermieden weirden . . . 

' Die . Erf indung stellt! somit : eine chemische Zusammen^ 
setzung bereit, umfassend ein: f est'es- • Substrat, ; das ^kein ■• 
25 ■ Monenaustauscherharz ist , wobei ,das '' Substra t -kovalente 
■Bindungen hat ,- die bereitgestellt werden, indem die hicht- 
pol vmeren Licranderi ah. mindestens ein -Mitcrlied ,: ausgewahlt . 
.aus den Subgruppen- (a) urid (b) gebunden werdeh,. namlich. 
, , (a)-..iiti wesehtlichen-; eine. einzigeri 'Mikrpsphaxenschicht , 'die 
30 - reaktiye. Restfunktioneri hat; (b> zahlre.iche . Mikrosphareh- 
schic.hteri> wobei. die aneinandergrenzenden .Schichten ..der 
zahlreichen Schichten uber -kovalente ' Liganden kovalent.an- 
'■ . ei.nander" gebunden sind und die ' innerste 'Schicht der zahl- 
reichen Schichten uber die yorstehend genannten kovalenten 
35" Bindungen an das . feste Substrat gebunden ist/ wobei zumin- • 
dest die aufierste Schicht der zahlreichen' Schichten reak- - 
• tive Restfunktiohe'n enthalt; wobei" die" Mikrospharen entwe-_ 
der aus einer einzigen oder mehreren Mikrospharenarten be- ' 



stehen.und einen Durchmesser von 0,03 bis 8 um besitzen. 
Die vor'stehend genannten kovalenten Bindungen konnen von 
einem als "A" bezeichneten Liganden bereitgestellt werden. 
Die aneinandergrenzenden Schichten der zahlreichen Schich- 
. ten lassen sich uber einen als "B" bezeichneten Zwischen- 
. liganden miteinander verbinden, wobei die Liganden (A) und 
(B) gleich oder vers chieden yoneinander sind. 

. Die in den erf indungsgemaSen Zusammensetzungen ent- 
haltenen Mikrospharen sind vorzugsweise organische Poly- 
mermikrospharen. Ersatzweise sollen jedoch anorganische 
Mikrospharen im Schutzumfang der Erfindung liegen, unab- 
hangig davon, ob sie polymer sind oder nicht, wie Glas und 
Silica. . ' ■ 

Offenbar kann ■■ zumindest- eine Mikrospharenart aus im 
wesentlichen einer einzigen Art oder statt dessen aus mehr 
als einer Art bestehen-. Liegen auSerdem bei den er finder i- 
schen Zusammensetzungen zahlreiche Mikrospharenschichten. 
vor, konnen diese aus -im wesentlichen der gleichen Mikro- 
spharenart bestehen oder verschiedene Mikrospharenarten 
ent;halten. Alle Schichten der zahlreichen Schichten; konnen 
insbesondere im wesentlichen nur eine bestimmte Mikrospha- 
renart enthal ten. Ersatzweise kann zumindest eine 'Schicht 
der zahlreichen Schichten mehr. als eine. Mikrospharenart 
enthalteh. 

Die Erfindung st el It neue Strukturen bereit, bei de- 
nen Mikrospharen in Kombi nation mat einem f esten Substrat 
und mit starkeren Immobilitatseigenschaf ten fur Fremdstof - 
fe verwendet werden, Sie unterseheiden sich von Strukturen 
mit ahnlichen. bberf lachen,. die. in vielen Dokumenten . des 
Standes der Technik, z.B. den Folgenden, offenbart sind:- 

EP 0385587 ' beschreibt eine Ionenaustauscherzusammen- 
setzung,. die synthetische : Harztragerpartikel, Dispergie- 
rungsmittel und feine, synthetische Harzschichtpartikel 
enthalt. Das Dispergierungsmittel kann an die Tragerparti- 
kel und/oder' die Feinpartikel uber kovalente Bindungen ge- 
bunden sein, 

US 4111838 beschreibt ein Chromatographiematerial, 
das Polysaccharidpartikel einer GroEe von etwa 25-300 um 



5 . ; 

enthalt, die kovalent * an einen ariorganischen Trager gebun- 
den sind'. - 1 

US 4252644 beschreibt ein Verfahren fur die chromato- 
graphische . Trennung von ionen . mittels . einer Zusammenset- 
5 zung aus einem Ionenaustauscherharz . ("Komponente A a ) • und . 
einem f ein verteilten Material /( "Komponente B " ) mit ionen- 
austauscherstellen, die f rere. Stellen der Komponente A an- ■ 
ziehen. Dadurch bildet die Komponente • B eine irreversibel 
" gebundene Monoschicht .auf Komponente A, d.h. sie ist ge- 
10 genuber 0,5.M NaOH stabil; 

EP 0071704 'beschreibt Syst erne .mit g.roSer Oberflaclie 
... uhd reaktiven Gruppen, " die " Substrate mit nukleophilen 
Gruppen binden korinen. Sie umf as sen • einen Polymeriatex 
(das . Polymer mit den. reaktiven Gruppen), der entweder 
15 selbst . aggregiert oder. an einen Trager gebunden ist, bspw. 
■durch eine kovalerite" Bindung . . Diese .entsteht; durch - Umset- 
"~ zurig einer Oxirangruppe in ■ dem Polymer mit : einer OH-Gruppe 

aus' Cellulose -bspw. in einem Papier- .Oder/ Wattetrager. " 

EP 0346037 beschreibt . eine Iorienaus 'tausGherzusammen- 
20 set'zung.' Sie umfafit Tragerpartikel. :ohn'e Ionenaustauscher- 
, ■ kapazitat und hydrophobe - f uriktionelle; Iorienaustausch.erp.ar-. 
tikel', die' hydrophob, d.h. . physikalisch, daran gebunden 
-'.sind: . -: - . , '•- : *". 1 " 

. ; ~US 4070283 beschreibt ein .Pulver aus Makropartikelri, . 
25 umfassend einen, undurchlassigen Makrokern., minde'steris zwei '. 
an t den - Kern, gebundene Mikropart ikeL-Monoschichten . und' min-: . 
destens .zwei an die Oberflache' der -Mikropartikel. gebundene' >: 
' Ultramikropartikel Di*e- Schichteh werden anscheinend; zu- . 
.nachst elektrostatisch, und axis chlieSend durch Sintern bei 
30 einer hohen- Temp era tur gebunden. , . 

EP 035747.9 "beschreibt ein granulares Material/, das 
- durch Impragnieren eines elektrisch .geladenen grariular.en 
Substrates . hergestellt wirdl Dabei hat ein erstes . hydro - 
". phi les Polymer "die gleiche Anzahl- an entgegengesetzten La- 
'35 dungen (wodurch folglich eine elektrostatische. Bindung 
.entsteht). Der . entstandene Verbundstof f . ist dariri irrever- 
sibel chemisch (d.h. kovalent) an ein zweites hydrophiles; 
und bifunktionales Polymer gebunden. - : ■ . 



Die Erfindung wird anhand der nachstehenden, bei- 
spielhaften, begleitenden Zeichnungen besser verstanden, 
und es wird gezeigt, wie sie verwirklicht werden kann. Es 
zeigt: 

Figur 1. eine SEM-Auf nahme . Sie veranschaulicht eine 
Ausfuhrungsform der Erfindung,. in der Polyacroleinmikro- 
spharen kovalent- an Glasscheiben gebunden sind. 

Figur 2 SEM-Mikrophotos . Sie verarischaulichen Ausfuh- 
rungsf ormen der Erfindung, bei denen Polyacroleinmikro- 
spharen kovalent an einen -Poly ethylen- (PE) -Film "gebunden • 
sind, namlich: (a) eine unmodif izierte PE-Oberf lache, (b) 
eine PE [C0 2 H] -Oberf lache, - .(c) PE [CH 2 OSi< (CH 2 ) 4 NH 2 ] -Ober- 
f lache, (d) . eine PE[CH 2 OSi< (CH 2 ) 4 NHJ -Oberf lache, die be- 
reits an Polyacroleinmikrospharen gebunden sind. 

Die Zusarnmensetzungen, 'die tragergebundene Mikrospha- 
-ren beinhalten, haben viele potentielde Anwendungen, bspw'. 
solche, die bereits vo.rstehend beschrieben werden und bei 
denen die Verwendung von Mikrospharen per se bekannt 1st. 
Die . erf indungsgemaSen Zusararriensetzungen konnen^ lediglich 
zur Veranschauli chung z,B. auch zur Imrubbilisierung von 
Arzneimitteln, Prodrugs, Enzymen, Proteinen, Antikorpern ' 
und biologischen Zellen verwendet werden. Diese Materiali- 
en lassen. sich selbstverstandlich alle durch Erzeugung 
chemische'r Bindungen, z.B. kovalent e, , Iohen- und/oder ko- 
ordinative. Bindungen zwischen reaktiven Funktionen darin 
und den reaktiven Res'tfunktionen der tragergebundeneh' Mi- 
krospharen immobilisieren. Diese Materialien konnen jedoch . 
ersatzweise oder zus'atzlich lediglich eine physikalische 
.Bindung mit den tragergebundenen Mikrospharenzusarrauenset- . 
zungen haben. Sie konnen z.B.' darauf adsorbiert und/oder. 
darin eingeschlossen sein. Der Ausdruck u Immobilisierung" ' 
soil allgemein chemische und/oder .physikalische Bindung 
bedeuten . 

Die Mikrospharen selbst konnen aus bspw. Polyacro- 
lein, Polyglutaraldehyd, Poly (chlormethyliertem)\ Styrol, 
Albumin oder Silica bestehen. Sie konnen je nach Bedarf 
eine breite oder enge Grofienvert ei lung ■ haben. Die Zusam- 



mensetzungen • oder die Mikrospharen, die sie beinhalten, 
konnen eine Reihe physikalischer Eigenschaf ten aufweisen, 
z.B.' bezuglich Bioabbaubarkeit , Fes tigkeit "oder Porositat. 
Die festen. Substrate, an die die' Mikrospharen kovalent ge- 
bunden sind, konnen wiederum aus. einer . Reihe von Materia- 
lien bestehen, bspw. organischen Polymeren (z.B., Polyalke- 
nen wie . Polyethylen) , anorganischen Polymeren Wie . Glas.ern, 
oder Halble.itermateri alien wie Silicium." Wird die Bindung 
zwischen .'den Mikrospharen. und den festen Substraten 
und/bder die Bindung zwischen.- beriachbar ten Mikrospharen- 
schichten in einem. Vielschichtensystem durch .Ligahden be- 
reitgeste.il t , konnen diese bspw . . omega f unktloiiel le ; Gruppen : 
haben,. wie . Amino/ Cyano, Trialkoxysilyl ,. Trihalosilyl', 
Formyl, Halogenalkyl , Hydroxyalkyl , ,," Isdcyanato, Carboxyl ■ 
oder Deriyate von . Car boxy 1 wie Alkoxyearbpny 1 ; Haldgencar- 
bonyl ' oder' Hydrazidpcarbonyl . • . 

Es ist derii Fachmann ersichtlich', daS die erfindungsr 
gemaSen Zusammensetzungen in j eder geeignefren Weise herge- 
.stellt werden konnen. Ei'n Ligand kann bspw. 'mit einem Ende 
kovalent . an ein f estes . Substrat und mit dem anderen . Ende 
kovalent an Mikrospharen gebunden sein. Auf. diese .Weise 
lassen sich meh.r- als eine Mikrospharenschicht zusammenfu- 
gen.. Es' kann fur die anschliefcende chemische. Reaktioh mit 
einem ./geeigneteri Liganden . und/ oder mit ' reaktiven, .Mikro- 
spharen notwendig sein, ■ chemische Aktivitat auf die Ober- 
flache des Substratmaterials zu. ubertragen. Die beschrie- ' 
benen Reaktionen konnen, auch so' durchgefuhrt werden, . da£ ; 
eine Mikrospharenmonpschicht . oder . zumindest . die auSere 
Schich.t einer . Mikrospharenmultischicht reaktive Restgryp- - ; 

. pen behalt. Der . Fachmann erkennt auch, daS reaktive Rest- 
fuhktionen .(wie die - oben beschriebenen) .durch per se be-. ' 
kannte Verfahren in andere reaktive Funktidnen umgewandel.t 

" werdeh ' konnen. -.Es folgt eine Beschre'ibung -beispielhaf ter ■ 
aber nicht, einschrankender Ausg.angsmaterialien. 



Mikrospharen-Ausganqsmaterialien 

Verschieden grofie monodispergierte Silicamikrospharen 
wurden von Merck, Darmstadt, Deutschland, erworben. Mo- 
nodispergierte Polyacrylsauremikrospharen wurden von Poly-- 
sciences, Warrington, PA, USA, erworben. Polyglutaralde- 
hydmikrospharen und . Polyacroleiniaikrospharen verschiedener 
Typen (nicht f luoreszierend, f luoreszierend und magne- 
tisch) und Durchmesser wurden nach einem' verof f entlichten 
Verfahren hergestellt (Margel,. S. 7 Meth: in Enzymol., 
i985, 112 , 164). Mikrospharen aus poly (chlormethyliertem) 
Styrol wurden nach ; einem verof f entlichten Verfahren herge- 
stellt {Margel/ S. Nev, E . , und Fisher; I.., J. Poly. Sci . 
Chem. Ed. 1991, .2£, 347) . Albuminmikrospharen wurden naeh 
einem verof f entlichten Verfahren hergestellt (Longb, h W.E. , 
Iwata, H. , Lindtieimer, T.A. und Goldberg, E.P., J. Pharm. 
Sci. 1982/ 71(12) , 1323; Kanzia, J., Scholz, W. / Anderson, 
M.J. und Ruchholz,. W.M., J. Immun." Meth. 1984, 75, 31. 

O'berflachenbehandluna von Substrat materialien 

Glassubstrate wurden entweder mit waSriger (10%iger) 
MaOH-Losung oder mit waSriger HF-L6sung bei pH-Wert 3 ge- 
'■waschen und anschlieSend ausgiebig mit Wasser und geeigne- 
. ten organischen Losungsmitteln (z.B. Chloroform, und/ oder 
Ethanol gewaschen). In. den meisten Fallen wurden. die Glas- . 
substrate vor der Oberflachenmodifikation plasmabehandelt . 
Siliciumscheiben wurden . mit geeigneten - organischen L6-. 
sungsmitteln (z.B. Chloroform und/oder -Ethanol) gewaschen 
und anschliefiend vor der Oberflachenmodifikation plasmabe- 
handelt. Poly'ethylensubstrate sowie '.Cellulosesubstrate 
wurden jeweils mit ge eigne ten organischen Losungsmitteln 
(z.B. Chloroform und/oder Ethanol) gewaschen und dann un- 
ter wasserfreien Bedingungen aufbewahrt. 

Reaktive Liaanden . ' 

Folgende . Substanzen • wurden . von . ABCR , Karlsruhe, 
Deutschland, bezogen: Cl 3 Si (CH 2 ) 17 CH 3 , (MeO) 3 Si (CH 2 ) 17 CH 3 , 
CljSifCH^CN, (MeO) 3 Si (CH 2 ) 3 CN, • (MeO) 3 Si (CH 2 ) 3 NH 2 , 

Cl 3 Si'(CH 2 ) 3 C0 2 Me und (MeO) 3 Si (CH^hCOjMe und p-C^SiC^CHjCl'. 
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CljSi (CHj) 1S CN wurde wie folgt nach einem ahnlichen 
. Verfahren synthetisiert wie von Balachander, N. und Suke- 
nik/C.N.-, Tet. Let.' 1988, 29., 55 beschrieben : . 

CH 3 =CH(CH 2 ) e CH 2 Br + CH 3 CuI/Mg " -> CH^CH (CH 2 ) jCHjCuC-HjMgBr 

5 ' . 
KCH^CN ' ,HSiCl 3 
~ : ► CH^CHtCH^CN : CljSiCCf^) 1( CN 

Die Synthese von Cl 3 Si {CH^) ^CO^e erf olgte 'auf .ahnli- 
10 che Weise unter Verwendung von . I (CHj) ..CO^e statt I .{ CHj ) s CN-' r . 

Oberflaohenmodif ikatibri def Substrate ' ' 

Liganden vom Typ p-Cl^SiC^CI^Cl, Cl 3 Si (CH 2 ) n X -und/oder 
' (ROjJSKCHj)^ wobei n > 3 bis 16 und X = CN, ; NHj oder 
15 : . COjMe ist, wurden an \ die Oberflache. sauberer Substrate 
■ (z . B. Glas, Sil;icium> , ' Cellulose und Polyethylen . mit. OH- 
- Funktionalitat auf seinen- 'Oberf lachen). 'kovalent gebunden;' 
indem diese Substratte mit einem .organi-scherr Losungsmittel, 
das den/die geeigneten Liganden enthielt,. geschitttelt ,wur- 
20 den. Die Substrate wurden darin von dem Losungsmittel ge-. 
trennt und mehrmals mit Ethanol und/ojder Chloroform gewa- 
.schen^ ' in einigen . Fallen beinhaltete die Wasche.- ebenf alls 
eine Soxhlet-Beharidluhg wahrend. .eihiger Stunden. " Die' . Li- 
gandenkonzentration . in deh ' o'rganischen Losungsmitteln be- 
25 ."■ . trug. gewphhlich 'mehr als 0,01% (w/v) und. in . den' meisten 
Fallen mehr als 0 ,1% . (w/v) . , -Bei'spielhaf te;.. organische . L6- 
.. sungsmittel wareh Bicyclohexyl, Chloroform, Methyl enchlo- 
v . . rid und Toluol- Es lie£en . sich. naturlich andere -Losungs-' 
. mitt el verwenden. Die Ums.etzung "erfdlgte -meistens bei 
30- Raumtemperatur ..' Es r lie^en sich j edoch ahnliche Ergebnisse 
" bei nledrigeren " und hoheren Temperaturen erhalten/ ' z .B. . 
bis . zum Siedepunkt des Losungsmittels . Liganden . vom Typ ■ 
(.RO) jSi (CH^X, wobei n = ,3 ist, korinten auch an die.vor- 
hergehenden Substrate gebunden werden,' indem das geeignete 
35 -Substrat mit dem Liganden' in waSr . Medium; z.B. . mehrere 
; Stunden bei , 90*C unter Verwendung yon 0 , 1 M .Natriumacetat , 
pH-Wert "5,5, geschiittelt wurde. Das gebundene ; Substrat 
wurde dann hacheinander mit Was s er Ethanol und Chloroform 



gewaschen (Wikstrom, P., Mandenius, C.F. und Larsson, 
P.O., J. of Chromatography 1988, 455, 105). 

Das Schema - 1 beschreibt einige Oberf lachenmodif ika- 
tionen, die an Substratoberf lachen mit Hydroxylf unktiona- 
5 litaten, z.B. Glas, Cellulose, Si und modi fizier tern Polye- 
thylen (PE) erfolgen. Gereinigte Oberf lachen mit . Hydroxy 1 - 
funktionalitaten lie£en sich mit Liganden wie CljSi'tCI^) n X 
Oder (RO) 3 Si (CH 2 } n X, wobei X bspw.. CQ 2 Me oder CM war, nach 
den vorhergehend beschriebenen Verfahreh umsetzen. Dabei 
10 erhielt man. Oberf lachen mit Omega-Ester- oder -Cyano^- 
Funktionalitat . Die Estergruppen waren in freies . Carboxyl 
umwandelbar, ■' indem. 1 die Omega -Est ergruppen-haltigen 
Substrate .1 Stunde' bei Raumtemperatur in 0,1 N waSriger 
..HCl-L6sung getrankt wurden . Das. Substrat wurde nach Ent- 
15 . fernen aus der waSrigen Losung nacheinander ausgiebig mit 
.Wasser, Aceton und Chloroform gewaschen. Die Estergruppen 
lieSen sich in . Hydra zidgrupp en . umwandeln, indem die 
Substrate mit den Omega-Ester grupperi in konzentrierter Hy- 
drazinhydratlosung 2 Stunden bei 50 *C getrankt wurden. Das 
20 Substrat wurde nach Entfernen aus der. waSrigen LCsung 
nacheinander ausgiebig mit Wasser, Acetori und Chloroform 
gewaschen. Die . Estergruppen . waren in CH 2 OH-Gruppen umwan- 
delbar, indem die Omega-Estergruppen-haltigen Substrate in 
. . LiAlH 4 oder BF 3 in Tetrahydrof uran (THF) einige Stunden bei 
25 .'Raumtemperatur oder . hohereh . Temperaturen, .z.B. bis zu 
• 50 "C, getaucht werden/ Das Substrat wurde nach Entfernen 
aus der THF -L6 sung .nacheinander ausgiebig mit Wasser,. Ace- 
ton uricl Chloroform gewaschen. 
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Die Cyanogrupperi lieSen sich in CH 2 NH 2 -Gruppen umwan- 
deln, indem die Omega-Cyanogruppen-haltigen Substrate wie 
zuvor beschrieben mit LiAlH t oder BF 3 reduziert wurden. Die 
Aminogruppen waren in Isocyanatgruppen umgewandelbar , in- 
5 dem die so gewonnenen Omega-Aminogruppen-haltigen Substra-* 
te in einer 20%igen Toluollosung von Phosgen einige Stun- 
den bei Raumtemperatur getrankt wurden. Das. Substrat rwurde 
nach Entnahme aus der- Toluollosung nacheinander ausgiebig 
mit Wasser, Aceton und Chloroform gewaschen. 

10 Oberflachen mit Chlorine thy lgruppen wurden herge- 

stellt, indem Oberf lachen -Hydroxy lgruppen mit Liganden -wie 
CljSiC 6 H 4 CH 2 Cl nach . den vorstehend beschriebenen Verfahren 
umgesetzt . wurden. Die entstandenen - Oberf lachen- 
Chlormethylgruppen wurden nach.einem verdff entlichten Ver- 

15. fahren in Aldehyde umgewahdelt (Syper, und Meochowsky, 
J. Synthesis, 1984, 747). 

Polyethylen- und Polyp ropy lenobe.rf lachen wurden nach 
einem veroff entlichten Verfahren wie in Schema 2 gezeigt 
oxidiert (Whitesides, G.M. und Ferguson, G.S., Chemtracts- 

20 Organic Chemistry, 1988/ 1, 171).. Diese Substrate -wurden 
oxidiert, indem. sie in einer Losung aus HjSOyp^O/CrO., 
(Gewichts vernal tnis 29:42:29) 2 Minuten bei 70 *C getaucht . 
' und anschliefiend mit Wasser und Aceton gewaschen wurden.. 
Die Plasmabehandlung von Polyethylen bder Polypropylen er- 

25 gab ersatzweise die B.ildung von Oberflachen-. 
Hydroxylf unktionalitat . 
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' Poly ethyl en' und Polypropyleh mit . Oberf lachenhalogen- 
■ carbo.nylgruppen - |z .B. PE [COC1] ) , wurden -.geworinen, indem 
." ' 25 das ^bxidierte/' Polymer, . z.B. -PE[C0 2 H], in. 10 ml was serf rei- . 

en Ether, mit 1 g PC1 5 1 'Stunde bei Raumtemperatur. getaucht " 
wurde. Das PE[COCl] (bspw. ) wurde dann.aus 'der Ether losung.'. 
\entnommen und- ohne weitere Wasche : sofort. f ur ' die nachste 
Modi fikat ion der' Subs tra't oberf lache verwendet. 
30 Polyethylen und Polypropylen,' die. Oberf lachenhy - 

.drazidgru'ppen '{z.B.' PE [CONHNH 2 J.) . enthiel ten , -wurden gewon- 
nen, indent' das PE [COC1] . (bspw J in wasserfreier- dimethyl-, 
formamidlosung mit .10% (w/v) . Hydra zinhydrat eine .. Stunde , 
bei Raumtemperatur get rank t wurde. Das Substrat wurde /da nn 
35 aus der .DMF-Ldsung entnommeh und nacheinander ausgiebig 
■mit' Wasser, Aceton und Chloroform gewaschen. . ' 

Feste Substrate .wie Polyethylen, Polypropylen, Glas- 
• und Si, die ■ Oberf lacnenisocyanatfuhktionalitaten (z.B. 



PE[NCO]) enthielten, wurden enthalten, ihdem Substrate, 
die an der Oberf lache primare-Amin- oder Hydra zidfunktio - 
nalitaten enthielten, in wasserfreier Toluollosung mit 20% 
Phosgen 1 Stunde bei Raumtemperatur- getrankt wurden. Die 
5 Substrate wurden dann rasch entnommen und sofort ' fur die 
kovalente Bindung der geeigneten Polymermikrospharen ver- 
wendet . 

Empfindliche Oberf lachen-Analy sever fahren z.B-. ESCA, 
. ■ FTIR-ATR, , Ellipsometrie und- Beruhrungswinkel-Messungen 
10 [Balachander, N. und Sukenik, G.N:, Te.t . Let,., 1988, 29., 
.55;- Bain, CD. und Whites ides . G.M:,. Angew... Chem. Int. Ed, 
. Engl. , 1989 28, (4) , .506] bewiesen die Bindung der Liganden 
an die Substrate - und die Gegenwart der erwunschten Omega - 
funktionellen Gruppen, z.B. 'anhand. eines Adsorptionspeaks 
15 , im IR bei 1750 cm" 1 fur Estergruppen. Rasterelektronenmi- 
kroskopische Aufnahmen wurden gewohnlich verwendet, um die. 
Bindung der Mikrospharen an die modif izierten Substrate zu 
zeigeh. . 

Die Erfindung wird anhand der nachstehenden nichtein- 
20 schrankenden Beispiele weiter veranschaulicht . 

BEISPIEL 1 

Glasscheiben mit an. der Oberf lache. kovalent gebunde- 
nen . . Aminfunktionalitaten; die durch Umsetzung voh 
25 Cl 3 Si (CH 2 ) 3 CN. und/oder (MeO j 3 Si (CH 2 ) 3 CN mit. Oberf lachen-OH- 
Gruppen und anschlieSender Reduktion von CN. in CHJsTE^ her- 
,. gestellt wurden, wurden 12 S.tunden . bei Raumtemperatur in 
einer waSrigen Losung getrankt, ' die .1% (w/v) monodisper-: 
gierte. Polyacroleinmikrospharen mit einem mittlerem Durch- 
3 0 messer von. 0,7 pm enthielt. Die Glasscheiben wurden dann 
aus der waSrigen Losung entnommen und ausgiebig mit Wasser 
. gewaschen. .Rasterelektronenmikroskopie (SEM) -.zeigte,. daS 
die Glasscheiben mit einer Polyacro^ein-Mikrospharen- 
. Monoschicht' bedeckt' waren (Fig. 1). Die Monoschicht war 
35 ' stabil und wurde auch durch mehrmaliges Waschen mit kaltem 
Wasser und/dder kochendem Chloroform oder durch langere. 
Behandlung mit Chloroform in einer Soxhlet-Apparatur nicht 
beseitigt . 
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Wurde ein ahnliches Experiment mit Polyacr.oleinmikro- 
spharen durchgef uhrt , die zur Reduktioh der CHO-Gruppen in" 

■ CB^OH mit NaBH 4 vorbehandelt war en, war en weniger als 3% 
der Oberflache der Glasscheiben mit Mikrospharen bedeckt. 

5 '' - . . ' ' .. . . ' ' • . 

■ BEISPIEL 2 . '^ 

Das Beispiel 1 wurde wiederholt, indem statt- der. 
l%igen . Mikrospharen 16 sung ' 10' 3 %ige> ■ 10 _1 %ige "und . 1.0%ige 
"(w/v) Lqsungen verwendet wurdenv Die erhaltenen Frozent- 
10 . satze waren jeweils <5%, >25% und >30%.. . 

' BEISPIEL . 3 . 

Das Beispiel 1/ wurde. wiederholt. Die. gewaschenen 
Glasscheiben ' wurden.' anschliefiend 12 Stlmden in einer waS- 
15 rigen Lpsung getrankt,. "die 0,1% (w/v) f luqreszi.erende. Po- 

■ lyacroleihmikrospharen '(FITC-markiert) mit einem mittleren 
Durchmesser von 0,i um .enthielt, aus dieser Losung ehtnom- 
men, und ausgiebig mit Wasser gewaschen^ Die Glasscheiben 
fluoreszierten.- stark, im Fluoreszenzmikroskopl. Die SEM- 

20 . ; Aufnahmen '.zeigten, . dag die fluoreszierenden 0,.i-um- 
Mikrosphareh an die' Glasoberf lachen in die ' Zwischenraume 
der zuvor gebundeneri 0, 7-um-Mikfospharen gebunden waren. 



y \ • BEISPIEL .4 

•.'-25 '•■ Wurde . .Beispiel v'l . . mit. ' Cl 3 Si <CHJ 1S CN , statt .' mit - 

■;Cl 3 Si (CH 2 ) 3 CN wiederholt, . : verririgerte sich die prozentuale, 
Beschichtung' um etwa 10%., - \. - 

' , . . . V'-.V • BEISPIEL 5 

30^.." ' Wurde Beispiel 1 unter Verwendung von Mikrospharen 

mit einem- mittleren Durchmesser. von .0,03, 0/05,. .0,4, 2,0 
und 7,5 um. statt 0,7m p wiederholt, wurden ahnliche Ergeb- . 
hisse fur die ersten dreiGroSen erhalten.' Die. prozentuale. 
' Beschichtung fur die Mikrospharen mit- -7,5 um Durchmesser 
. 35 . lag unter '"20-%,. d.h. betrachtiich niedriger als in den an- 
deren Fallen. 



BEISPIEL 6 

Wurde Beispiel 1 statt mp.t 0,7-um- 

Polyacroleinmikrospharen mi't f luoreszierenden Mikrospharen 
(Rhodamin-markiert) und/oder magnet ischen Mikrospharen mit 
einem mittleren Durchmesser von 0,2 urn wiederholt, -erhielt 
man ahnliche Ergebnisse. 

BEISPIEL 7 

Wurden' die Beispiele 1-6 mit Si-Scheiben statt mit 
Glasscheiben. wiederholt , wurden ahnliche Ergebnisse erhal- 
■ ten: 

' BEISPIEL 8 - 

Das Beispiel 1 wurde mit einem Polyethylenf ilm statt 
mit Glasscheiben . und Polyacroleinmikrospharen mit einem 
mittleren Durchmesser von 0> 4 urn (anstelle, yon 0,7. urn) 
wiederholt. Die Fig. 2 zeigt. SEM-Aufnahmen, . die die all-- 
mahlichen : Anderungen auf der Polyethylenf ilmoberf lache 
.wahrend des Verl'aufs des Mikrospharen-Beschichtungs- 
verfahrens zeigen. 

BEISPIEL 9 . 

Wurden die Beispiele 1-6 mit Poly ethyl en- und/oder 
. Po lyp ropy lerif ilm statt mit Glasscheiben wiederholt, .wurden 
ahnliche Ergebnisse erhalten,. mit der Ausnahme, dafi die 
. prozentuale Beschichtung . der Substratdberf lachen durch die 
. Mikrospharen in den. meisten Fallen etwa 10% bis 3 0% nied- 
.-' riger war.- , 

■BEISPIEL 10 " 
Wurden die' Beispiele 1 und 5 mit Glasrohrchen einer 
Kapazitat von 1ml, Glasflaschen einer Kapazitat . von 5 ml 
oder Glasfasern mit einem Durchmesser von etwa 1. mm statt - 
mit Glasscheiben wiederholt, wurden ahnliche Ergebnisse 
erhalten. 
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• BEISPIEL 11 . 

Wurde Beispiel . 9 mit Polyethylenf asem mit 1- mm 
Durchmesser statt. mit dem* Film als Subs t rat wiederholt, 
wurden." ahnliche Ergebnisse erhalten. 

BEISPIEL 12 . • • 
Wurde Beispiel 1. .mit Polyglutaraldehyd- statt mit Po- 
lyacroleinmikrospharen wiederholt/ wurden ahnliche Ergeb-' 
nisse erhalten.. 

. BEISPIEL 13 • , . 

. Wurde Beispiel . 1 mit eiher. mikrospharenhaltigen Etha- ' 
nbllosung' statt mit-.-der entspr'echenden waSrigeii Losung 
wiederholt,. wurden ahnliche Ergebnisse- erhalten; - : 



■. y .BEISPIEL .14 

•• • Wurde Beispiel 1 mit Polyacrylsaufemikrospharen statt. 
mit ' Polyacroleinmikrospharen wiederholt, wurden ahnliche 
Ergebnisse erhalten.. ' . • 



•,• : BEISPIEL 15. 

. Wurde Beispiel 8 unter : ba'sischen< Bedihgungen bei" pH- 
- . Wert 11, 5 (in Gegenwart von Diisobut'ylethylamin) . mit po- 
ly (chlorrrie thy liertes StyroT-)Mikrosp.haren statt. mit; Po- 
25 • lyacroleinmikrospharen wiederholt . wurden ' ahnliche . Ergeb- 
. nisse erhalten. - ' - 

BEISPIEL. 16 ' 
Wurden die . Beispiele 1> 5. und' 15 mit Substraten wie- 
30 derholt, die Oberflachenhyd'razid- ' (statt . Amiri-).-. 
. Funkti6nalitaten : enthielten, . .wurden ahnliche Ergebnisse 
• erhalten. ... " : 

BEISPIEL 17 . 

35 Wurde. . Beispiel , 15 " mit eiher CCl 4 -Mikrbspharenlosung 

..statt mit der waSr i gen, Mikrospharenlo sung wiederholt wur- 
den ahnliche Ergebnisse erhalten/ ausgenommen, , da£ die ge- 
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bundenen Mikrospharen eher in Clustery statt einzeln auf- 
t rat en. 

BEISPIEL 18 

5 Wurde Beispiel 1 mit Glasscheiben wiederholt, die 

Iso'cyanatfunktionalitaten statt Aminf uhktionalitaten ent- 
hielten, und wurden zusatzlich die Polyacroleinmikrospha- 
ren in Wasser durch Silicamikrospharen mit einem mittleren 
Durchmesser von 0,25 urn in wasserfreiem Toluol ers.etzt, 
10 wurden ahnliche Ergebnisse erhalten. 

BEISPIEL 19 

Wurde Beispiel 18 bei, 50'C mit einem Polyethylenf ilm, 
der Oberf lachenhalogencarbonylgruppen enthielt, statt mit 
15 ■ Glasscheiben/ die. Isocyanatgruppen enthielten, wiederholt, 
wurden ahnliche Ergebnisse erhalten. , 

' ;beispiel 20 

Das Beispiel 1 wurde mit Glasscheiben wiederholt, die 
20 Aldehydf unktionalitaten . statt . Aminfunktionalitaten ent- ; 
hielten. Zusatzlich wurden die Polyacroleinmikrospharen 
.durch Albuminmikrospharen mit einem mittleren Durchmesser 
von 0,1 umersetzt. Raster el ektronenmikroskopische Aufnah- 
men zeigten, dafi die' Mikrospharen. an das Glas banden. Wur- 
25 . de ein ahnliches Experiment mit Glasscheiben wiederholt, 
die . mit . Aminfunktionalitaten und/oder gar. nicht beschich- 
tet waren,. banden die Mikrospharen nicht s'onderlich gut an ' 
die Glasscheiben. 

30 ■ BEISPIEL 21 

Wurden die Beispiele 1 und 5. mit (MeO) 3 Si (CH 2 ) 3 NH 2 , das . 

in wa&riger . Losung auf Glasscheiben geschichtet worden. 

war, statt mit. Cl 3 Si (CH 2 ) 3 CN ' wiederholt t wurden ahnliche 

Ergebnisse erhalten. 
3.5- • • 

BEISPIEL 22 

. . .Das Beispiel 21 wurde mit 0,05 und 0,4 urn grofien Mi- 
krospharen und und mit Eliza-Titerplatten (Immunoplatten 



von Nunc, Danemark) statt mit Glasscheiben wiederholt.' Ra^ 
ste'relektronenmikroskopische Aufnahmen sowie Fluoreszenz- 
markierungen (hergestellt. durch Umsetzeri von Aminoacridin 
mit den tragergebiindenen Mikrospharen) zeig'teh die Bindung 
der Mikrospharen an die Titerplatten ... .' 

Wurde ein ahnliches- Experiment mit- Titerplatten 
durchgefuhrt, die nicht mit' (MeO) 3 Si (CHJ 3 NH 2 beschichtet 
' war en, banden die Mikrospharen nicht sonderlich gut an; die 
Titerplatten. 

BEISPIEL 23 • 

Viele- Mikrospharenschichten liefceri -sich an ein. festes. 
Sub st rat' binden, '•' indem (z.BO eine zweite ; Schicht aus 
zweiwertigen oder .mehrwertigen. Reaktanten . an reaktive 
Stellen auf der Oberflache der ersten Mikrospharenschicht." 
gebunden : wurde, gefolgt" von einer ■. zweiten' Mikrosphare.n- 
schicht , usw. Somit wurde eine zweite Polyacroleinmikro- -.. 
spharenschicht angel egt, indem zuerst. Cl 3 Si (CH,) IS GN mit ..der 
anfanglichen, an Glasscheiben gebuhdenen ' Polyacrbleinmi- 
krosphareh -Mono schicht "uihgesetzt wurde. Dies e wurde wie : in 
Beispiel 1 . gewonnen AnschlieSend wurden "die von dem Re- 
aktanten st-ammenden f reien CN-Gruppert zu x:H^ 2 -Grup.pen' re ~ 
duziert. Schliefilich wurde eine /zweite Schicht -aUs'-Po-. 
iyacroleinmikrosphareh mit' einerri mittleren burchmesser ■ von- 
, 2 um wie in Beispiei 1 beschrieben. gebunden. 

BEISPIEL. 24 '. 
. Kationenaustauscherharze" wurden .hergestellt,. . indem 
die Aldehydgruppen der gebu.ndenen' Polyacroleinmikrospharen ; 
zu Carboxylgruppen bxidiert wurden. Die Oxidation erfolg- 
. -te, indem.. Sauerstoff wahrencl- 6 Stunden durch . eine wafcrige . 
6,1 M . NaOH-Losung, die die subs t rat gebundeherv .- Polyacrb- 
leinmikrospharen enthielt,. gel eitet wurde. 

. .BEISPIEL 25 

Kationenaustauscherharze wurden- ebenf all's durch-'kova- 
lente Bindung ■ von 1-Aminopropansulf onsaure ( 1-APSA) - an ' die 
• substratgebundenen ' . Polyacrolei'n- und/oder . • po- 
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ly (chlormethyliertes Styrol) -Mikrospharen erhalten.' . Dies 
erfolgte durch Tranken der subs t rat gebundenen Mikrospharen' 
wahrend 12 Stunden bei Raumtemperatur in wa'&riger Losung 
bei pH-Wert 11/ die 100 mg 1-APSA enthielt- Die so modifi- 
zierten subs tratgebundenen Mikrospharen wurden dann ent- 
nommen und ausgiebig mit Wasser und danach mit Aceton ge- 
waschen. Anionenaustauscherharze wurden auf ahnliche Weise 
erhalten, indem N,N-Diethylaminoethylamin (DEAE) statt 1- 
APSA verwendet , wurde . 

BEI SPIEL 26 

In diesem Beispiel wurde ein. radiomarkiertes Protein 
an die- Oberflache von Polyacrolein- oder Polyglutaralde- 
hydmikrospharen mit .einem Durcnmesser von etwa. 0,3 urn .im- 
mobilisiert ,. die an einen Glasscheibentrager gebunden wa- 
ren. Diese waren wie in den Beispielen . 1, 12 bzw. 16 her- - 
gestellt. Dies erfolgte durch 24stundiges SchGtteln dieser 
tragergebundenen Mikrospharen bei Raumtemperatur mit einer 
Salzlosung (0,5 . ml), . die 125 I-Bungarotoxin (64 ug) ent- 
hielt;/ und- anschlieSendes. wieder holt es Waschen (Dekan- . 
tieren) .mit Salzlosung, wobei ungebundenes i2S I-Bungaro- 
toxin entfernt wurde. Ein T-Zahler zeigte, da£ etwa 1300. 
Picomol/cm 2 Protein an alle Mikrospharentragersysteme ge- 
bunden wurde . . 

Bei einem Kont roll experiment, bei dem das . System der . 
tragergebundenen Mikrospharen zuerst : mit NaBH 4 vorbehah-. 
delt wurde- (urn die Aldehydgrupperi • zu reduzier.en) , wurden 
nur etwa 5 Picomol/cm 2 12S I-Bungaro toxin an jedes - System 
der tragergebundenen Mikrospharen gebunden. 

BEISPIEL 27 

Wurde . Bei spiel 26. wiederholt, jedoch mit Protein A 
statt mit Bungarotoxin, wurden , ahnliche Ergebnisse. erhal- 
ten. Das Produkt lieS slch dann .zur . Entf ernung von Immung- 
lobulinspurenmengen verwenden. 



BEISPIEL 28 

Poly (chlprmethyliertes Styrol) -Mikrospharen, die , an 
einen Polyethylenf ilm gebunden war en und nach Beispiel 15 
hergestellt worden waren, wurden '24 Stunden bei 50'C mit 
eiher waSrigen. 0,l%igen (w/v} ■ Def.eroxaminlosung bei pH-' 
Wert 11,5 geschuttelt . ' Ungebundenes Def eroxamin . wurde 
durch wiederholtes "Waschen mit Wasser. (Dekantiereri) ent- 
f ernt . Das iirimobilisierte Def eroxaminprodukt konrite fur 
die Entfernung : vpn iFeC^-Spuren. aus waSrigen Losungen yer- 
wendet werden'. . 

• BEISPIEL 29- .-. 
. Subs t rat gebundene. Mikrospharen, hergestellt nach deri 
Beispielen 1 und 15 , . wurden mehr ere Stunden bei Raumteiripe- 
ratur" in einer- waSrigen Losimg getrank.t, .die 0,1% . Phenol - 
rot enthielt - Das farbige Produkt wurde mehrmals : mit Ben- 
zol gewaschen und darin luf tgetrocknet . Das. Phenolrot dif- 
' fundi ertebeim Einbringen in passer langsam hinaus , so dafi 
.-die . Intensitat der roten.- Farbe in Wasser- allmahlich zuv 
nahm. Dies z.e'igt, . da£ man sol-che Produkte fur. kontrollier- 
,te Freisetzungszwecke verwenden kann.. ' 

• ■ ' BEISPIEL 30 . '.■''[.. : \ \' ; 

Subs t rat gebundene Mikrospharen, . hergestellt nach Bei- " 
spiel 1> wurden • auf ahnliche . Wei se wie bei dem .Verfahren' 
von Beispiel .26 bei . pH-Wert 7 ^0 mit Gelatine . behandelt . 
Da's Produkt wurde. "1.-. Stund'e mit . .eine'r - physiologischen ' L6- 
sung (PBS) .geschuttelt, die 1% " f ixierte . menschlicne rote 
Blutzellen enthielt, , und ,dann mehrmals mit PBS gewaschen.. 
Die gebundenen. rot en. Blutzellen ers chi enen deutlich unter 
d-em Mikrbskop. Dies zeigt die mogliche Verwendung der "er- 
' findungsgemaSen tragergebuhdenen Mikrospharen fur . die 
Zeliimmobilisierung und s omit fur . das Zellwachs turn:. 

"BEISPIEL 31. •• 
Die Locher vorv mi t Polyacrbleinmikrosphaxen mit einem 
mittieren Durchmesser ' von 8.00 Angstrom beschichteten Eli- 
za-Titerplatten wurden etwa" 15 Minuten bei Raumtemperatur 
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mit 0,1 ml PBS-L6sung inkubiert, die 0,1 ug Schaf- 
Immunglobuline (SlgG) enthielt . Die Elizaplatten wurden 
dann grundlich mit PBS gewaschen. Die rest lichen Aldehyde 
und Amine warden blockiert, indem die an die Plat- 
5 te/Mikrospharen gebundenen SIg;G mit 1% Rinderserumalbumin 
und 1% Ethanolairtin in waSriger Losung inkubiert wurden. 
Biotinylierte Antikorper gegen. -die SlgG wurden durch ein 
gewohnliches Eliza-Verf ahren bestimmt, bei dem die gebun- 
denen SlgG mit seriellen Verdunnungen. der biotinylierten 
10 Antikorper gegen SlgG wechselwirkten . Danach erfolgte die 
Umsetzung der SIgG-gebundenen Antikorper . mit Extravidin- 
peroxidase. Die Nachweisgrenze dieses Systems betrug etwa 
1 ng. 

Wurden gleiche Experimente mit . nichtbeschichteten 
15 Elizatiterplatten und/oder mit Elizatiterpla.tten ' durchge- - 
fuhrt, die mit Amirien statt mit Mikrospharen beschichtet 
waren^ sank die Nachweisgrenze erheblich. 
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PATEN TANS P RUCHE ' 

1. Stof f zusammensetzung, umfassend ein festes Substrat, das 
kein Ionenaustauscherharz ist , das aber kovalente. Bindungen . 
hjesitzt/ '.bereitgestellt durch Verknupfen von nicht-poly- . 
. meren Liganden mit mindestens einem Glied, das ausgewahlt 
ist aus- den Untergruppen (a) und (b) , das hei'St, aus 
'- (a) einer im wesentlichen ^.einzelnen Schicht von Mikro- 
spharen, .die verbliebene reaktive Funktionen auf we is en, 
■ (b) eiher Anzahl \Mikrospharenschichten, , wobei 

aneinander liegende Schicht en der Anzahl Schichtehdurch . 
kovalente Liganden miteinander . koyalent" veirknupft sind 
und die am meisten inhenliegende Schicht der Anzahl 
. Schicht en kovalente Bindungen zum damit verknupf ten f esten 
■ Substrat hat; wahrend die aufierste Schicht der Anzahl 
Schicht eh verbliebene reaktive Funktibneh aufweist; .. 

wobei die Mikrospharen entweder von einem einzigen 
Typ bder von mehr als eineim Mikrospharentyp sind und einen 
Durchmesser von 0/03 bis '8 haben. 

2 . Stof f zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei zumindest 
."eine der; folgenden Bedingungen (i) /, (ii) und (iii) • 
. zutrifft', ..iiamlich': ; .{i) die Mikrospharen sind. Polymer- 

Mikrospharen; (ii) zumindest einige der verbliebenen , 
. ' reakti veh Funktionen wurdeh 'mi t an . sich, bekannt'en Verf ahren . . 
in andere reaktive .Funktionen umgewandelt; und (iii) : 
zumindest einige der verbliebenen reaktiven Funktionen 
wurderi .. verwendet, urn mindestens einen Vertreter . .zu 
"immobilisiereri- aus der .Gruppe mit.' Arznefien, ■; Arznei- " 
. ' Vorstufen, Proteine und biologische Zelleri. 

'3 . Stof f zusammensetzung nach -Anspruch 1 Oder 2,. wobei die. 
kovalenten Liganden, die die kovalenten. Bindungen des-. 
■Substrates bereitstellen, und die kovalent eh Liganden, 



die die kovalenten Verknupf ungen innerhalb "der Anzahl 
Schichten bereitstellen, gleich sind oder zueinander ver- 
schieden. 

Stof f zusammensetzung nach Anspruch 3, wobei die kovalenten 
Bindungen bereitgestellt werden von einem Verknupf ungs- 
liganden (A) und die Anzahl Schichten kovalent miteinander 
verkiipft sind durch einen Verkniipfungsliganden (B)- # wobei 
die Liganden (A) und .(B) gleich sind oder zueinander 
verschieden. . 

Stof f zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei zumindest ein Typ aus im wesentlichen einem einzelnen 
Typ besteht 

Stof f zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei zumindest ein Typ aus. mehr' als einem Typ besteht. 

Stof f zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, . . 
wobei die Schichten im wesentlichen aus dem gleicheri : 
Mikrospharentyp besteh'en. '■' 

Stof f zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei die Schichten verschiedene Mikrospharentypen . 
ent.halten. 

Stof f zusammensetzung nach Anspruch 8^ wobei jede Mikro- 
spharenschicht im wesentlichen nur einen . best immt en . 
Mikrospharentyp enthalt . 

Stof f zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei zumindest 
eine Schicht der Anzahl Schichten mehr als einen Mikro- 
spharentyp aufweist. 
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